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Isolasi Karotenoid dari Mikroalga Dunaliella salina dan Oksidasi 
Senyawa -Karotena dengan Katalis Grafena Oksida 
ABSTRAK 
Karotenoid merupakan pigmen yang memberikan warna kuning, 
jingga sampai merah. Isolasi karotenoid pada mikroalga Dunaliella 
salina dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut 
campuran heksana: aseton: etanol dengan perbandingan 2:1:1 (v/v/v) 
selama 10 jam. Analisis LC-MS/MS pada ekstrak karotenoid 
menunjukkan jenis karotenoid yang terisolasi adalah β-karotena pada 
waktu retensi 16,03 menit dengan kadar sebesar 5,42%.  Selanjutnya 
senyawa β-karotena dioksidasi dengan katalis grafena oksida dalam 
atmosfer gas oksigen pada suhu 95 0C. Oksidasi β-karotena dilakukan 
dengan variasi waktu refluks, yaitu selama 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 
jam. Produk oksidasi β-karotena pada waktu reaksi selama 24 
menghasilkan massa paling besar yaitu 1,03 g. Analisis UV-Vis 
produk oksidasi menunjukkan λmaks pada 450-500 nm, analisis FTIR 
menunjukkan teridentifikasinya C=C alkena pada 1640 cm-1, dan 
tekuk C-H pada 960 cm-1. Analisis LC-MS/MS menunjukkan produk 
oksidasi teridentifikasi pada waktu retensi 17,90 menit, diprediksi 
sebagai 1,3,3-trimethyl-2-[(1E, 3E, 5E, 7E, 9E, 11E, 13E, 15E)-
3,7,12,16-tetramethyloctadeca-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-1-yl]-
1-ene. 
Kata Kunci: isolasi, β-karotena, oksidasi, grafena oksida  
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Isolation of Carotenoids from Dunaliella Salina Microalgae and 
Oxidation of -Carotene Compounds with Graphene Oxide as 
Catalysts 
ABSTRACT 
Carotenoids are pigments which has a yellow-orange to red colours. 
Carotenoid is isolated from Dunaliella salina using maceration with 
hexane: acetone: ethanol as a solvent in the ratio 2:1:1 (v/v/v) for 10 
hours. One of the carotenoids observed in crude extract of carotenoids 
is β-carotene. The isolated product was identify using LC-MS/MS 
analysis and observed as β-carotene in 5.42% at retention time 16.03 
min. The oxidation of β-carotene using graphene oxide under oxygen 
at 95 0C. The oxidation reaction is performed in 4, 8, 12, 16, 20, and 
24 hours by refluxed. The oxidation reaction for 24 h gave 1.03 g of 
the product. The UV-Vis analysis showed λmax at 450-500 nm, FTIR 
analysis showed the stretching of C=C alkene at 1640 cm-1, and 
bending C-H at 960 cm-1. Based on LC-MS/MS analysis the oxidation 
product identified at a retention time of 17.90 min, estimated as 1,3,3-
trimethyl-2-[(1E, 3E, 5E, 7E, 9E, 11E, 13E, 15E)-3,7,12,16-
tetramethyloctadeca-1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-1-yl]-1-ene. 
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1. 1  Latar Belakang 
Retinaldehida merupakan salah satu jenis prekursor vitamin A 
yang sangat dibutuhkan oleh tubuh, terutama dalam penglihatan 
manusia [1].  Retinaldehida dapat disintesis dari pemutusan senyawa 
karbon berantai panjang terkonjugasi, salah satunya pada karotenoid 
yaitu β-karotena [2]. Pemutusan ikatan senyawa β-karoten dilakukan 
secara spesifik pada ikatan C-C’ 15 dengan enzim 15,15'-oksigenase 
[3]. Hal inilah yang kemudian menjadi penghambat dalam melakukan 
sintesis retinaldehida karena enzim yang sesuai untuk memutus 
ikatan C-C’ 15 pada senyawa β-karotena adalah enzim yang hanya 
terdapat pada dalam usus manusia dan mamalia betina [4]. 
Berbagai macam riset dilakukan untuk mendapatkan alternatif 
lain dalam sintesis retinaldehida, salah satunya yaitu melakukan 
oksidasi pada senyawa β-karotena. Zaid et al. (2014) [5] melaporkan 
grafena oksida diduga dapat menjadi katalis pada oksidasi  β-
karotena, dengan oksigen sebagai oksidator. Pada penelitian tersebut 
produk yang dihasilkan adalah retinaldehida. Grafena oksida 
memiliki ikatan sp2 dengan struktur rapat dalam bentuk kristal seperti 
sarang lebah, juga mempunyai kekuatan konduktivitas yang tinggi. 
Hal ini berpengaruh pada kemampuan grafena oksida dalam 
mengkatalisis reaksi oksidasi pada β-karotena [6]. 
Penelitian lain tentang oksidasi β-karotena dilakukan oleh El-
Tinay dan Chichester (1970) [7] mempelajari reaksi antara β-
karotena dan oksigen dalam toluena pada suhu 60 0C dalam gelap. 
Mereka mengidentifikasi terbentuknya produk 5,6-epoksida dan 5,8-
epoksida, serta 5,6- diepoksida dan 5, 8-diepoksida sebagai produk 
oksidasi dari β-karotena. Handelman et al. pada tahun 1991 [8] 
melakukan oksidasi β-karoten dalam toluena pada 60 0C, dengan 
dialiri gas oksigen selama 120 menit. Pada penelitian ini dilaporkan 
terbentuknya 5,6-epoksi-karoten dan apo-karoten. Selain itu, oksidasi 
β-karotena juga dapat dilakukan dengan bantuan katalis atau secara 
enzimatis. Katalis yang dilaporkan untuk oksidasi β-karotena adalah 
Fe2+, KMnO4, dan NaOCl. Kalium permanganat berperan untuk 
memutus ikatan rangkap pada β-karotena serta membentuk epoksida 
dan semi-β-karotenone [8]. 
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Salah satu sumber penghasil senyawa β-karotena adalah 
mikroalga Dunaliella salina. Dunaliella salina merupakan mikroalga 
hijau yang memiliki kemampuan untuk mengakumulasi β-karotena 
alami dalam jumlah tinggi saat kondisi stres seperti keterbatasan 
nitrogen atau konsentrasi [9]. Pada kondisi garam tinggi dan terkena 
intensitas cahaya tinggi juga dapat meningkatkan kandungan β-
karotena [10]. Pada Dunaliella salina mengandung jumlah 
karotenoid yang tinggi, yaitu (12,6%, berat kering), termasuk β-
karotena (60,4% dari karotenoid total) [11]. Penelitian Hu et al. pada 
tahun 2008 [12] mengusulkan untuk melakukan isolasi karotenoid 
pada mikroalga Dunaliella salina menggunakan metode maserasi 
dengan campuran pelarut n-heksan:aseton:etanol. 
Berdasarkan latar belakang diatas, dalam penelitian ini 
diusulkan isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina dan 
mempelajari reaksi oksidasi senyawa β-karotena dengan oksidator 
oksigen serta katalis grafena oksida. 
1. 2 Perumusan Masalah 
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 
1. Berapa kadar -karotena dalam ekstrak karotenoid pada 
mikroalga Dunaliella salina? 
2. Bagaimana pengaruh waktu refluks terhadap oksidasi -
karotena dengan katalis grafena oksida? 
3. Bagaimana karakterisasi produk yang dihasilkan? 
1. 3 Batasan Masalah 
Batasan masalah pada penelitian ini meliputi: 
1. Isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina dengan 
metode maserasi selama 10 jam. 
2. Pelarut yang digunakan untuk isolasi karotenoid adalah n-
heksana:etanol:aseton 2:1:1 (v/v/v). 
3. Massa grafena oksida yang digunakan adalah 0,2 g dalam 50 mL 
aquades 
4. Oksidator yang digunakan adalah oksigen 




1. 4 Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah: 
1. Melakukan isolasi karotenoid pada mikroalga Dunaliella salina. 
2. Melakukan oksidasi β-karotena menggunakan katalis grafena 
oksida. 
3. Melakukan karakterisasi produk yang dihasilkan. 
1. 5 Manfaat Penelitian 
Hasil dari penelitian ini dapat menambah pengetahuan dan 
informasi tentang isolasi β-karotena dari mikroalga Dunaliella salina 








2. 1 Karotenoid 
Karotenoid merupakan pigmen yang memberikan warna 
kuning, jingga sampai merah. Karatenoid adalah pigmen pendamping 
klorofil yang menjalankan fungsi untuk menyerap energi cahaya saat 
fotosintesis. Beberapa studi menyebutkan terdapat lebih dari 3000 
jenis karotenoid [13], karotenoid yang mengandung ujung polar 
mencerminkan langkah oksidatif dalam pembentukannya seperti 
lutein, bixin, zeaxanthin dan capsanthin dinamakan “xanthofil”, 
sedangkan karotenoid yang tidak mengandung atom oksigen seperti 
likopen, β-karotena, dan α-karotena dinamakan “karotena”. Karotena 
hanya mengandung karbon dan hidrogen (hidrokarbon), dan 
merupakan hidrokarbon tak jenuh karena memiliki ikatan rangkap 
(C=C) [14]. Karotenoid dapat larut dalam lemak, dan merupakan 
metabolit sekunder dari jenis terpenoid [15]. Jenis terpenoidnya yaitu 
politerpen panjang (terdiri atas 40 atom karbon/tetraterpen) yang 
mengandung ikatan rangkap serta tersusun atas rantai poliisoprena 
simetris terhadap pusat ikatan serta molekul mengandung cincin 
sikloheksena [16].  
2. 2 Senyawa -karotena 
Senyawa -karotena adalah salah satu jenis karotenoid yang 
paling banyak dipelajari. Sifat dari -karotena dapat larut dalam 
lemak serta bertanggung jawab atas warna pada berbagai jenis 
makanan [17]. Senyawa β-karotena merupakan pewarna alami yang 
tersusun dari sistem poliena dengan 11 ikatan rangkap terkonjugasi 
dan cincin β di setiap ujung rantai [18]. Senyawa -karotena 
merupakan salah satu prekursor vitamin A yang paling efektif, serta 
dapat mencegah kanker dan penyakit jantung. Senyawa β-karotena 
adalah senyawa yang mempunyai fungsi penting dalam fotosintesis, 
farmasi, dan obat-obatan karena fungsinya sebagai antioksidan dan 
penangkal radikal bebas. β-karotena adalah molekul simetris yang 
dapat menghasilkan isomer berbeda karena sebelas ikatan rangkap 
terkonjugasi [19]. Metode untuk identifikasi senyawa β-karotena 
telah dikembangkan oleh banyak peneliti, seperti kromatografi cair 
kinerja tinggi [20], fluoresensi [21], dan chemiluminescence [22]. 
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 Senyawa β-karotena dapat diisolasi dengan beberapa metode 
yaitu ekstraksi dengan pelarut petroleum eter dan aseton [23], 
maserasi dengan pelarut n-heksan:aseton:etanol [24]. Selain itu, 
isolasi β-karotena juga dapat dilakukan metode microwave assisted 
extraction (MAE) [25], dan metode-metode lainnya.  Hu et al. [6] 
pada tahun 2008 melaporkan bahwa senyawa β-karotena pada 
mikroalga Dunaliella salina dapat diisolasi menggunakan metode 
maserasi dengan pelarut n-heksan:aseton:etanol. Struktur dari 
senyawa β-karotena ditampilkan pada Gambar 2.1. 
 
2. 3 Oksidasi β-karotena 
Senyawa β-karotena dalam tubuh dapat diubah menjadi retinal 
dan molekul retinal akan direduksi menjadi retinol yang merupakan 
vitamin A oleh enzim 15,15’ dioksigenase menjadi 2 molekul retinal, 
kemudian molekul retinal akan direduksi menjadi retinol yang 
merupakan vitamin A [26]. Senyawa β-karotena memiliki banyak 
ikatan rangkap pada struktur kimianya, keadaan tersebut 
mengakibatkan β-karotena tidak stabil dan mudah mengalami 
perubahan yang mengarah pada kerusakan. Kerusakan senyawa β-
karotena dapat disebabkan oleh suhu, cahaya, dan isomerisasi [8]. 
Berbagai penelitian telah dilakukan untuk mempelajari reaksi 
oksidasi pada β-karotena. El-Tinay dan Chichester (1970) [7] 
mempelajari reaksi antara β-karotena dan oksigen dalam toluena pada 
suhu 60 0C dalam gelap. Mereka mengidentifikasi terbentuknya 
produk 5,6-epoksida dan 5,8-epoksida, serta 5,8- diepoksida dan 5, 
8-diepoksida sebagai produk oksidasi dari β-karoten.  
Handelman et al. pada tahun 1991 [8] melakukan oksidasi β-
karotena dalam toluena pada 60 0C, dengan dialiri gas oksigen selama 
120 menit. Pada penelitian ini melaporkan terbentuknya 5,6-
epoksida-karoten dan apo-karoten. Selain itu, Handelman et al. juga 
 
Gambar 2. 1 Struktur β-karotena 
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melaporkan bahwa penambahan NaOCl pada oksidasi β-karotena 
dapat meningkatkan konsentrasi dari β-apo-12’-karotenal dan retinal.  
Zeb pada tahun 2012 [27] melaporkan terbentuknya produk 
oksidasi meliputi lima apo-karotenal, tiga diepoksida, satu mono 
epoksida dan satu spesies rantai pendek. Produk terssebut diperoleh 
dari hasil oksidasi β-karotena dalam toluena pada suhu mendidih, 
yaitu 110 0C. Produk yang terbentuk diidentifikasi dengan HPLC dan 
APCI-MS. 
Reaksi oksidasi β-karotena lainnya dilaporkan oleh Benevides, 
et al (2011) [28] menggunakan gas ozon atau yang sering disebut 
dengan reaksi ozonolisis. Pada penelitian ini dilaporkan produk yang 
terbentuk dari hasil oksidasi dengan ozon, salah satunya adalah 12’-
apo-β-karotenal, 5,6-epoksi-10’-apo-β-karotenal, dan 15-apo-β-
karotenal (retinaldehida). Mekanisme reaksi oksidasi β-karotena 
dengan ozon ditampilkan pada Gambar 2.2.  
Oksidasi β-karoten dapat dilakukan dengan bantuan katalis atau 
secara enzimatis. Katalis yang sering digunakan dalam oksidasi β-
karoten adalah Fe2+, KMnO4, NaOCl, dan katalis lainnya. Kalium 
permanganat berperan untuk memutus ikatan rangkap pada β-
karotena dan membentuk epoksida serta semi-β-karotenone. 
Penggunaan katalis Fe2+ dalam oksidasi β-karotena dapat membentuk 
retinal atau pro vitamin A [8]. Namun, penggunaan katalis diatas 
masih mempunyai kekurangan karena tidak ramah lingkungan. 
Pada tahun 2014, Zaid et al. [5] melaporkan terbentuknya 
retinaldehida (pro vitamin A) sebagai produk samping dalam reduksi 
grafena oksida menggunakan β-karotena sebagai reduktor. 
Berdasarkan hal tersebut dapat diasumsikan bahwa grafena oksida 
dapat digunakan sebagai katalis pada oksidasi β-karotena. 
Mekanisme reaksi oksidasi senyawa β-karoten dengan grafena oksida 
ditujunkkan pada Gambar 2.3. Reaksi dimulai dengan penambahan 
molekul oksigen pada ikatan C=C dari β-karotena untuk membentuk 
gugus epoksida (Langkah 1). Epoksida kemudian mengalami 
hidrolisis yang menghasilkan pembentukan gugus diol (Langkah 2). 
Akibat adanya efek sumbangan elektron dari ikatan rangkap 
terkonjugasi dalam β-karotena, dua proton dari kelompok diol siap 
dipisahkan untuk membentuk anion oksigen. Anion oksigen 
bertindak sebagai nukleofil dan menyerang gugus epoksida grafena 
oksida melalui jalur SN2. Akibatnya, cincin oksiran dibuka dan 
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molekul air dihilangkan untuk menghasilkan aldehida dan grafena 




Gambar 2. 2 Mekanisme reaksi oksidasi β-karotena dengan ozon 
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2. 4  Grafena Oksida 
Grafena (Graphene) merupakan material dua dimensi 
monoatomik dari satu lapis grafit. Grafena adalah plat lapis tunggal 
atom karbon sp2 dengan struktur dua dimensi [29]. Grafena tersusun 
atas atom karbon yang dikemas dalam struktur yang menyerupai 
sarang lebah dengan kekuatan konduktivitas yang tinggi, mempunyai 
 




ketebalan sekitar satu atom karbon, grafena memiliki transparansi 
optik hingga 97,7% [30]. Meskipun sangat tipis, kekuatan grafena 
melebihi baja. Ikatan kovalen antar karbon yang kuat menyebabkan 
grafena sulit untuk diregangkan [31]. Grafena dapat disintesis dari 
material grafit menggunakan metode Hummer. Serbuk grafit 
dioksidasi menjadi oksida grafit, kemudian lembaran-lembaran 
oksida grafit dikelupas dalam air hingga terbentuk grafena oksida 
[32]. 
Graphene Oxide (GO) merupakan sebuah bahan lapisan tunggal 
atom yang terdiri dari hidrogen dan molekul oksigen akibat oksidasi 
grafit, struktur GO ditunjukkan pada Gambar 2.4. Grafena Oksida 
mempunyai perbedaan dari grafena dalam jumlah gugus fungsional 
yang mengandung oksigen. Saat disintesis dengan metode Hummer, 
grafena oksida menunjukkan tingkat oksidasi yang tinggi (C:O≈ 2:1) 
[33]. Aplikasi grafena oksida seringkali digunakan sebagai 
komponen nanokomposit, sebagai komponen membran untuk 
pemurnian dan dekontaminasi air, serta dapat juga digunakan dalam 
perangkat penyimpanan energi [34]. Pada penelitian ini grafena 
oksida digunakan sebagai katalis untuk oksidasi β-karotena, serta 
oksigen sebagai oksidator. Adanya gugus oksigen pada grafena 
oksida akan berperan untuk mengoksidasi ikatan rangkap C-C’ 15 
pada senyawa -karoten, berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 
oleh Zaid, et al. tahun 2014 [5].  
 
Gambar 2. 4 Struktur grafena oksida 
2. 5  Mikroalga Dunaliella salina 
Dunaliella salina adalah jenis alga hijau uniseluler yang 
pertama kali dapat ditemukan di daerah selatan Negara Prancis pada 
tahun 1838 oleh Michel Felix Dunal. Dunaliella salina merupakan 
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organisme yang mudah digunakan untuk mempelajari adaptasi antara 
garam yang ada di dalam ganggang. Taksonomi dari genus 
Dunaliella salina adalah sebagai berikut [35]:  
Kingdom  : Plantae 
Divisi  : Chlorophyta 
Class : Chlorophyceae 
Ordo : Dunaliellales 
Family : Dunaliellaceae 
Genus : Dunaliella 
Spesies : Dunaliella salina 
Dunaliella salina adalah mikroalga hijau yang mempunyai 
kemampuan mengakumulasi jumlah β-karotena alami dalam jumlah 
sangat tinggi pada beberapa kondisi stress, seperti kekurangan 
nitrogen atau konsentrasi garam tinggi dan terkena intensitas cahaya 
tinggi [9]. Berdasarkan penelitian dari Abd El-Baky et al. tahun 2007 
[11] ditemukan bahwa Dunaliella salina mengakumulasi jumlah 
karotenoid sebesar (12,6%, berat kering), termasuk β-karotena 
(60,4% dari karotenoid total), astaxantin (17,7%), zeaxantin (13,4%), 
lutein (4,6%), dan kriptoxantin (3,9%), ketika dibudidayakan pada 
kondisi stres salinitas dan dikombinasikan dengan tingkat nitrogen 
rendah. Penelitian Hu et al. pada tahun 2008 [12] melaporkan kadar 
β-karotena dalam bentuk trans menjadi produk utama yaitu 138,25 
mg/g alga, dalam bentuk 9-cis- β-caroten sebesar 124,65 mg/g alga, 
dan 13-cis- β-caroten sebesar 4,95 mg/g alga. Kandungan senyawa β-
karoten pada Dunaliella salina lebih tinggi dibandingkan dengan 
sumber lainnya, seperti ditampilkan pada Tabel 2.1. 
Tabel 2. 1 Kandungan β-karotena pada beberapa sampel 
2. 6 Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah metode kromatografi 
paling sederhana dan sering digunakan. Peralatan dan bahan yang 
dibutuhkan untuk melakukan pemisahan dan analisis sampel dengan 
metode KLT cukup sederhana yaitu sebuah bejana tertutup (chamber) 
yang berisi pelarut dan lempeng KLT [39]. Prinsip dari KLT yaitu 
Sampel Kadar  β-Karotena (%) 
Dunaliella salina 30 [36] 
Wortel  10,03 [37] 
Bayam Merah  1,46  [38] 
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perpindahan analit pada fase diam karena pengaruh fase gerak. Proses 
ini disebut elusi. Semakin kecil ukuran rata-rata partikel fase diam 
dan semakin sempit kisaran ukuran fase diam, maka semakin baik 
kinerja KLT dalam hal efisiensi dan resolusinya. Fase gerak yang 
disebut sebagai pelarut pengembang akan bergerak sepanjang fase 
diam karena pengaruh kapiler pada pengembangan secara menaik 
(ascending), atau karena pengaruh gravitasi pada pengembangan 
secara menurun (descending). Apabila fase gerak telah bergerak 
sampai jarak yang ditentukan, fase diam diambil, dan fase gerak yang 
terjebak dalam lempeng dikeringkan, serta zona yang dihasilkan 
dideteksi secara langsung atau di bawah sinar ultraviolet (UV) [40]. 
2. 7 Spektrofotometer FTIR 
Fourier Transform Infrared (FTIR) merupakan salah satu 
instrumen yang menggunakan prinsip spektroskopi. Spektroskopi 
yang digunakan adalah spektroskopi inframerah yang dilengkapi 
dengan transformasi fourier untuk deteksi dan analisis hasil 
spektrumnya. Spektoskopi inframerah berfungsi untuk 
mengidentifikasi senyawa organik karena spektrumnya yang 
kompleks yang terdiri dari banyak puncak-puncak [41]. Prinsip kerja 
FTIR adalah mengenali gugus fungsi suatu senyawa dari absorbansi 
inframerah yang dilakukan terhadap senyawa tersebut. Pola 
absorbansi yang diserap oleh tiap-tiap senyawa berbeda-beda, 
sehingga senyawa-senyawa dapat dibedakan dan dikuantifikasikan 
[42].  
Karakterisasi senyawa β-karotena dengan spektrofotometri 
FTIR akan menunjukkan beberapa ikatan sesuai dengan strukturnya, 
yaitu spektrum β-karotena menunjukkan puncak pada bilangan 
gelombang >3000 cm-1 (3100-3000 cm-1) untuk regangan C-H sp2, 
diperkuat dengan tekuk C-H out-of-plane pada bilangan gelombang 
1000-650 cm-1. Pada bilangan gelombang 1680-1600 cm-1 untuk C=C 
alkena [43]. 
2. 8 Spektrofotometer UV-VIS 
Spektrofotometer UV-Vis merupakan metode yang didasarkan 
pada pengukuran energi cahaya oleh suatu zat kimia pada panjang 
gelombang maksimum (λmax) tertentu. Sinar ultraviolet memiliki 
panjang gelombang antara 200-400 nm, sedangkan sinar tampak 
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mempunyai panjang gelombang 400-750 nm [44].  Interaksi sinar 
ultraviolet atau sinar tampak menghasilkan transisi elektronik dari 
elektron-elektron ikatan, baik ikatan sigma () dan pi () maupun 
elektron non ikatan (n) yang ada dalam molekul organik. Misalnya, 
CH4 mempunyai λmax pada 125 nm karena adanya transisi  → *. 
Transisi n → * (dari orbital tidak berikatan ke orbital anti ikatan) 
terjadi pada senyawa jenuh dengan elektron tidak berpasangan. 
Panjang gelombang (λmax) untuk transisi n → * cenderung bergeser 
ke energi yang lebih pendek dalam pelarut polar, seperti etanol dan 
air. Transisi n → * sama halnya dengan → * terjadi pada 
sebagian besar senyawa organik. Bertambahnya kepolaran pelarut 
pada transisi → *, bentuk puncak akan bergeser ke panjang 
gelombang yang lebih pendek (pergeseran biru atau hipsokromik), 
sedangkan jika bergeser kepanjang gelombang yang lebih panjang 
(pergeseran merah atau batokromik) [43]. 
Berdasarkan hasil penelitian Sulistyaningrum pada tahun 2014 
menjelaskan bahwa senyawa karotenoid dalam pelarut n-heksana 
menyerap sinar UV pada daerah panjang gelombang 300-600 nm, 
terdiri atas sebuah puncak utama dan dua puncak tambahan pada 
kedua sisi puncak utama [45]. 
2. 9 Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 
Liquid Chromatography Mass Spectrometry adalah teknik 
kimia yang menggabungkan kemampuan pemisahan fisik 
kromatografi cair (HPLC) dengan kemampuan analisis massa MS. 
LC-MS merupakan teknik yang kuat dapat digunakan untuk banyak 
aplikasi, yang memiliki sensitivitas dan selektivitas yang sangat 
tinggi [47]. LC-MS/MS adalah kombinasi dari dua teknik analitik 
yang berbeda, yaitu Liquid Chromatography (LC) dan Mass 
Spectrometry (MS), dapat digunakan untuk menganalisis campuran 
organik dan biokimia yang kompleks. LC-MS/MS sangat berguna 
dan populer untuk analisis berbagai kelas phytochemical termasuk 
alkaloid, kumarin, asam fenolik, flavonoid dan isoflavonoid, terpen, 
dan steroid [46]. Instrumen LC-MS/MS terdiri dari dua komponen 
utama, LC dapat memisahkan senyawa dari campuran, tetapi tidak 
dapat mengidentifikasi mereka. MS dapat memberikan informasi 
struktural terperinci pada sebagian besar senyawa sehingga mereka 
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dapat diidentifikasi secara tepat, tetapi tidak dapat dengan mudah 
memisahkannya [47]. 
Spektrometer massa diperlukan untuk identifikasi senyawa 
sebagai penentu bobot molekul dan penentuan rumus molekul. 
Prinsip dari MS adalah pengionan senyawa-senyawa kimia untuk 
menghasilkan molekul bermuatan atau fragmen molekul dan 
mengukur rasio massa/muatan. Molekul yang telah terionisasi akibat 
penembakan elektron berenergi tinggi tersebut akan menghasilkan 
ion dengan muatan positif, kemudian ion tersebut diarahkan menuju 
medan magnet dengan kecepatan tinggi. Medan magnet atau medan 
listrik akan membelokkan ion tersebut agar dapat menentukan bobot 
molekulnya dan bobot molekul semua fragmen yang dihasilkan. 
Kemudian, detektor akan menghitung muatan yang terinduksi atau 
arus yang dihasilkan ketika ion dilewatkan atau mengenai 
permukaan, scanning massa dan menghitung ion sebagai mass to 
charge ratio (m/z). Terdapat 4 (empat) proses dalam spektrometri 









3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan selama 8 bulan mulai dari bulan 
Oktober 2018 hingga Mei 2019 dan dikerjakan di Laboratorium 
Kimia Organik Jurusan Kimia Universitas Brawijaya. 
3.2 Alat dan Bahan Penelitian 
3.2.1 Alat penelitian 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain 
seperangkat alat gelas, timbangan-O HAUSS, sentrifugasi-ECCO, 
hot plate stirrer-PMC, seperangkat alat refluks, sonikasi-210 
BRANSON, rotary evaporator-BUCHI, spektrofotometer UV-Vis 
Shimadzu-1601, FT-IR Shimadzu, dan LC-MS/MS (ACQUITY 
UPLC®H-Class  System (waters,USA)). 
 3.2.2 Bahan penelitian 
Bahan-bahan yang dibutuhkan antara lain padatan mikroalga 
Dunaliella salina yang berasal dari Balai Budidaya Air Payau 
(BBAP) Situbondo, β-karotena (Sigma), grafena oksida, n-heksana 
(Smart Lab Indonesia), aseton (Smart Lab Indonesia), etanol 
(Merck), KOH (Merck), metanol (Merck), diklorometana (Merck), 
asetonitril (Merck), aquades, gas O2, gas N2 dan Na2SO4 anhidrat 
(Merck). 
3.3 Tahap Penelitian 
1. Isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina dengan 
metode maserasi. 
2. Karakterisasi ekstrak karotenoid yang dihasilkan 
3. Oksidasi β-karotena dengan katalis grafena oksida dengan 
variasi waktu refluks 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 jam. 
4. Karakterisasi produk oksidasi yang diperoleh 
5. Analisis data 
3.4 Prosedur Kerja 
3.4.1 Isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina 
Isolasi karotenoid mengacu pada metode yang dilakukan oleh  
Hu et al. (2008) [12] dengan modifikasi pada bentuk alga yang 
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digunakan. Sebanyak 15 g endapan kering mikroalga Dunaliella 
salina dilarutkan dalam 400 mL pelarut n-heksana/etanol/aseton 
dengan perbandingan 2:1:1 (v/v/v) dalam botol gelap dan dialiri gas 
nitrogen selama 8 jam. Larutan KOH 40% dalam metanol sebanyak 
20 mL ditambahkan ke dalam campuran dan gas nitrogen dialirkan 
kembali selama 2 jam. Campuran yang diperoleh kemudian 
dipisahkan dari padatan mikroalga dengan penyaringan. Filtrat yang 
dihasilkan dimasukkan ke dalam corong pisah dan diekstraksi cair-
cair menggunakan pelarut n-heksana (3x10 mL). Fase organik 
dipisahkan (karotenoid terlarut dalam fase n-heksana) dan dicuci 
dengan akuades (3x10 mL). Ekstrak karotenoid dikeringkan dengan 
natrium sulfat anhidrat (Na2SO4) untuk menghilangkan air. Pelarut 
dalam fase organik diuapkan menggunakan rotary evaporator 
vacum. Ekstrak karotenoid yang didapat berupa padatan berwarna 
kuning dan disimpan dalam kulkas pada suhu -20 0C sampai 
pemakaian berikutnya. 
3.4.2 Oksidasi β-karotena dengan katalis grafena oksida 
Oksidasi β-karotena dilakukan menggunakan grafena oksida 
sebagai katalis, mengacu pada mekanisme yang diusulkan Zaid et al. 
(2014) dengan modifikasi pada massa β-karotena dan grafena oksida, 
serta lama waktu reaksi [5]. Sebanyak 0,3 g β-karotena ditimbang dan 
dilarutkan dalam 15 mL aseton, kemudian dimasukkan ke dalam labu 
alas bulat. Pada labu alas bulat ditambahkan ± 50 mL grafena oksida. 
Campuran kemudian di refluks pada suhu 95 0C dan dialiri gas 
oksigen dengan variasi waktu selama 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 jam. 
Campuran hasil refluks dipisahkan dari endapan grafena oksida 
dengan sentrifugasi. Supernatan yang didapatkan dimasukkan dalam 
corong pisah, kemudian ditambahkan 10 mL n-heksana dan dikocok 
selama 10 menit. Fase organik (produk dalam fase n-heksana) 
dipisahkan dan dicuci dengan aquades 10 mL sebanyak 3 kali. 
Ekstrak yang didapatkan dikeringkan dengan natrium sulfat anhidrat 
(Na2SO4) untuk menghilangkan air. Ekstrak dipekatkan 
menggunakan rotary evaporator. 
3.5 Karakterisasi Kromatografi Lapis Tipis (KLT) 
Ekstrak karotenoid dan produk oksidasi  masing-masing  
dilarutkan dalam pelarut n-heksana. Selanjutnya, dibuat spot pada 
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plat silika yang telah diberi tanda batas atas dan bawah.  Plat silika 
dimasukkan dalam bejana pengembang yang telah dijenuhkan 
dengan eluen n-heksana:etil asetat dengan perbandingan 19:1 (v/v) 
[45] untuk dielusi. Spot noda yang telah terbentuk kemudian 
disemprot dengan larutan H2SO4 dalam metanol dan dipanaskan 
dalam oven pada suhu 100 0C selama 10 menit. Noda yang terbentuk 
kemudian dihitung nilai Rf dan dibandingkan antara  β-karotena 
standar. 
3.6 Karakterisasi FTIR 
Ekstrak karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina dianalisis 
dengan menggunakan spektrofotometer FTIR. Ekstrak karotenoid 
dijadikan pelet dengan menggunakan serbuk KBr. Setelah itu, pelet 
dimasukkan kedalam ruang sampel untuk selanjutnya ditembakkan 
sinar sehingga dihasilkan serapan khusus yang menunjukkan gugus 
fungsi dari karotenoid. 
Produk oksidasi dianalisis menggunakan FTIR untuk 
mengidentifikasi gugus fungsi pada produk oksidasi. Produk oksidasi 
kemudian dijadikan pelet dengan serbuk KBr. Pelet yang sudah siap 
dianalisis dengan cara dimasukkan ke dalam ruang sampel yang akan 
ditembak dengan sinar infra merah sehingga dihasilkan spektra 
puncak pada rentang bilangan gelombang 4000 cm-1-400 cm-1. 
Spesifikasi spektrofotometer FT-IR yang digunakan adalah sebagai 
berikut : 
Tipe alat  : Shimadzu 8400S 
Interferometer  : Tipe Michelson 
Sistem optik  : Sinar tunggal 
Sumber inframerah : Keramik globular 
Medium sampel : KBr 
3.7 Karakterisasi UV-Vis 
Ekstrak karotenoid dan produk oksidasi dianalisis panjang 
gelombang maksimum dengan menggunakan sinar visible yaitu pada 
rentang panjang gelombang 400-800 nm. Pelarut yang digunakan 
adalah n-heksana sehingga sebelum dilakukan analisis, kalibrasi 
dilakukan dengan larutan blanko n-heksana. Ekstrak karotenoid 
diambil 0,001 g dan dilarutkan dalam 10 tetes n-heksana, dan 
diencerkan pada labu takar 10 mL, kemudian dimasukkan dalam 
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kuvet. Sampel dimasukkan dalam spektrofotometer UV-Vis dan 
diamati serapannya. Spesifikasi alat yang digunakan adalah UV-1600 
Series. 
3.8 Karakterisasi LC-MS/MS 
Ekstrak karotenoid dan produk oksidasi 24 jam dianalisis 
dengan LC-MS/MS untuk mengidentifikasi senyawa yang terbentuk. 
Produk oksidasi dilarutkan dalam n-heksana, dan sebanyak 5 μL 
sampel diinjeksikan menggunakan syringe pada instrumen LC-
MS/MS. Pengukuran yang diperoleh akan menghasilkan 
kromatogram, spektra massa dan prediksi senyawa produk. 
Spesifikasi instrumen LC-MS/MS yang digunakan sebagai berikut: 
Pemisahan Kromatografi 
Sistem LC  : Ultra Performance Liquid Chromatography 
Kolom   : C18 (1,8 μm 2,1x100 mm) 
Temperatur  : 50 0C (Kolom), 25 0C (Ruangan) 
Fase Gerak  : Air + 5 mM Amonium Formic (A) dan  
  Acetonitril + 0,05 % Formic acid (B) 
Flow Rate  : 0,2 mL/min 
Volume Injeksi : 5 μL 
 
Spektrometri MS 
Sistem    : ES (Electrospray Ionization) 
Mode    : Positip Mode 
Source Temperatur  : 100 0C 
Desolvation Temperatur : 350 0C 






HASIL DAN PEMBAHASAN 
4. 1 Isolasi dan Karakterisasi Karotenoid dari Mikroalga 
Dunaliella salina 
Massa ekstrak karotenoid ditampilkan pada Tabel 4.1. Pada 
penelitian ini dilakukan tiga kali pengulangan isolasi karotenoid. 
Massa karotenoid yang didapatkan untuk ketiga isolasi hampir sama 
yaitu sebesar 0,2 g. Pada isolasi yang ketiga didapatkan massa 
sebesar 0,16 g, massa yang didapatkan lebih kecil dibandingkan 
dengan massa hasil isolasi pertama dan kedua. Hal tersebut 
dikarenakan dari padatan mikroalga Dunaliella salina yang sudah 
terlalu lama disimpan, sehingga mempengaruhi massa ekstrak 
karotenoid yang diperoleh. 
Tabel 4. 1 Massa ekstrak karotenoid 
*K1= Ekstrak isolasi 1, K2= Ekstrak isolasi 2, K3= Ekstrak isolasi 3 
 
Gambar 4. 1 Ekstrak karotenoid 
Ekstrak karotenoid yang diperoleh berupa padatan berwarna 
oranye, seperti yang ditampilkan pada Gambar 4.1. Pada ekstrak 
karotenoid isolasi kedua berwana kecoklatan. Hal ini dimungkinkan 
ekstrak telah teroksidasi, sehingga mengalami perubahan warna. 
Masing-masing ekstrak yang diperoleh larut dalam n-heksana, hal ini 
sesuai dengan material safety data sheet  yang menjelaskan bahwa 
karotenoid dapat larut dalam pelarut organik, seperti n-heksana, 
etanol, aseton dan dietil eter, serta berwarna kuning atau oranye. 






4.1.1 Karakterisasi ekstrak karotenoid menggunakan KLT 
Ekstrak karotenoid yang diperoleh berwujud padatan berwarna 
oranye. Ekstrak diuji menggunakan kromatografi lapis tipis dengan 
campuran eluen n-heksana/etil asetat dengan perbandingan 19:1 
(v/v), hasil nilai Rf yang diperoleh ditunjukkan pada Tabel 4.2. 
Tabel 4. 2 Karakterisasi ekstrak karotenoid dengan KLT 
Produk Rf 
Noda 1  Noda 2  Noda 3 
β-karotena 0,95 - - 
Karotenoid 0,95 0,2 0,1 
Berdasarkan uji KLT menunjukkan bahwa teridentifikasi 3 
noda pada ekstrak karotenoid. Sedangkan untuk β-karotena standar 
hanya teridentifikasi satu noda. Berdasarkan hasil yang didapatkan 
menandakan bahwa dalam ekstrak karotenoid masih terkandung 
campuran karotenoid lain. Beberapa jenis karotenoid lain yang 
dilaporkan pada penelitian Hu et al. (2008), selain β-karotena adalah 







Gambar 4. 2 Struktur (a) Lutein, (b) Zeaxanthin 
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4.1.2 Karakterisasi UV-Vis ekstrak karotenoid 
Analisis UV-Vis menunjukkan nilai λmaks ekstrak karotenoid 
antara 450-500 nm (Tabel 4.3), sesuai dengan yang dilaporkan 
Sulistyaningrum (2014) [45] melakukan isolasi karotenoid dari 
ekstrak bayam merah, melaporkan bahwa karotenoid dalam pelarut 
n-heksana mempunyai nilai λmaks pada 432, 456 dan 483 nm yang 
terdiri atas sebuah puncak utama dan dua puncak tambahan pada sisi 
puncak utama.  
Spektra UV-Vis ekstrak karotenoid terdiri atas sebuah puncak 
utama dan dua puncak tambahan pada sisi puncak utama, seperti 
ditampilkan pada Gambar 4.3. Serapan-serapan tersebut muncul 
karena adanya transisi →* yang menunjukkan adanya ikatan 
rangkap. Nilai λmaks ekstrak karotenoid tidak sama persis dengan 
λmaks β-karotena standar. Hal ini dikarenakan ekstrak karotenoid 
belum murni dan masih mengandung jenis karotenoid lain [6]. 





Sampel λmaks (nm) 
β-karotena standar 432; 450; 477,50 
K1 429; 444; 471,50 
K2 423; 444.50; 471,50 




Gambar 4. 3 Spektrum UV-Vis ekstrak karotenoid dan β-karotena 
dalam pelarut n-heksana 
4.1.3 Karakterisasi FTIR ekstrak karotenoid 
Berdasarkan spektra FTIR yang dihasilkan (Gambar 4.4), 
pada ketiga ekstrak karotenoid ditunjukkan adanya gugus fungsi 
spesisfik regangan C=C pada alkena terkonjugasi. Pada spektra 
tersebut teridentifikasi adanya C=C alkena pada bilangan gelombang 
masing-masing 1645, 1651 dan  1620 cm-1 dengan intensitas lemah. 
Hal ini sesuai dengan yang ditulis oleh Pavia et. al (2009) [43] bahwa 
C=C alkena teridentifikasi pada bilangan gelombang 1680-1600 cm-
1 dengan intensitas medium ke lemah.  
Spektra FTIR β-karotena standar memiliki regangan C=C 
alkena pada 1628 cm-1, selain itu terdapat regangan C-H sp2 pada 
bilangan gelombang 3030 cm-1, dan adanya tekukan C-H pada 
bilangan gelombang 967 cm-1. Spektra K1 dan K3 tidak 
menunjukkan adanya puncak C-H sp2 pada bilangan gelombang 
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diatas 3000 cm-1. Sedangkan, pada spektra K2 terdapat serapan 
lemah pada bilangan gelombang 3050 cm-1 yang menunjukkan 
regangan C-H sp2. Puncak lain yang teridentifikasi pada ekstrak 
karotenoid adalah pada panjang gelombang 1731 dan 1744 cm-1 yang 
merupakan gugus C=O. Teridentifikasinya gugus C=O menandakan 
bahwa dalam ekstrak karotenoid masih terkandung campuran 
karotenoid lain. Berdasarkan perbandingan dari penelitian Masek, et 
al. pada tahun 2015 [42] hasil yang didapatkan telah sesuai, bahwa 
ekstrak karotenoid menunjukkan serapan khas, yaitu 2922 dan 2862 
cm-1 (regangan  C-H sp3), 962 cm-1 (tekuk C-H alkena) dan 1665-
1635 cm-1 (C=C (cis isomer)). Tabulasi gugus fungsi ekstrak 
karotenoid ditunjukkan pada Tabel 4.4. 
 









Bilangan Gelombang (cm-1) 






























1375,91 1375,91 1377,08 1363,34 
Tekuk CH2-
CH2 alkana 
1464,63 1462,70 1463,87 1449,20 




3451,18 3460,82 3440,77 3431,89 
4.1.4 Karakterisasi LC-MS/MS ekstrak karotenoid 
Analisis LC-MS/MS pada β-karotena standar menghasilkan 
14 puncak kromatogram pada waktu retensi 12-18 menit, seperti 
pada Gambar 4.5, dan analisisnya ditampilkan pada Tabel 4.5. 
Berdasarkan spektra massa jenis karotenoid yang teridentifikasi, 
adalah β-cryptosantin (m/z = 553,40), echinenone (m/z = 551,38), 
neoksantin (m/z = 601,49), zeaxanthin (m/z = 569,45), dan β-
karotena teridentifikasi pada puncak kromatogram LC yang tertinggi 
pada waktu retensi 16,09 menit dengan nilai (m/z = 537,53), hal ini 
sesuai dengan yang dilaporkan Rivera et al. (2011) bahwa β-karotena  
mempunyai nilai m/z 537 [48]. Spektra massa β-karotena 
ditampilkan pada Gambar 4.6. 
Selanjutnya dilakukan analisis LC-MS/MS pada ekstrak 
karotenoid. Terdapat 12 puncak kromatogram pada waktu retensi 12-
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17 menit (Gambar 4.5). Jenis karotenoid yang teridentifikasi adalah 
β-cryptosantin, echinenone, likopen dan β-karotena. Kromatogram 
LC ekstrak karotenoid dan β-karotena standar mempunyai 
kecenderungan yang sama, yaitu β-karotena teridentifikasi pada 
waktu retensi yang hampir sama, yaitu pada menit ke 16. Hasil 
analisis LC-MS/MS dapat digunakan untuk menghitung kadar β-
karotena dalam ekstrak karotenoid. Berdasarkan perhitungan yang 
dilakukan (Lampiran B) didapatkan kadar β-karotena sebesar 
5,42% yang teridentifikasi pada waktu retensi 16,03 menit. Jenis 
karotenoid yang teridentifikasi menunjukkan kesesuaian dengan 
gugus fungsi yang teridentifikasi pada analisis FTIR, yaitu regangan 
C=C alkena, tekuk C-H dan adanya gugus C=O. Struktur karotenoid 
yang teridentifikasi ditampilkan pada Gambar 4.7. 













C40H56O 12-14 12-14 
2 551,38 Echinenone C40H54O 15 15 
3 537,53 β-karotena C40H56 16,09 16,03 
4 601,49 Neosantin C40H56O4 - 17 
5 535,39 Likopen C40H56 17,85 - 








Gambar 4. 6 Spektra massa karotenoid dan β-karotena standar pada Rt 16 
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4. 2 Oksidasi β-karotena dengan Katalis Grafena Oksida 
Produk oksidasi  β-karotena berupa padatan berwarna oranye 
seperti yang ditampilkan pada Gambar 4.8. Massa produk yang 
diperoleh untuk masing-masing waktu dari 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 
ditunjukkan pada Tabel 4.6, massa terbesar diperoleh pada variasi 
waktu 24 jam, yaitu sebesar 1,03 g. 
 
Gambar 4. 8 Produk oksidasi, (a) 4 jam, (b) 8 jam, (c) 12 jam, (d) 







Gambar 4. 7 Struktur (a) β-cryptosantin, (b) echinenone, dan (c) likopen 
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Tabel 4. 6 Produk oksidasi 
 4.2.1 Karakterisasi produk oksidasi menggunakan kromatografi 
lapis tipis  
Berdasarkan uji KLT menggunakan eluen n-heksana/etil asetat 
dengan perbandingan 19:1 (v/v) menunjukkan nilai Rf β-karotena 
0,92, sedangkan nilai Rf produk oksidasi 0,9. Hal tersebut 
menunjukkan bahwa produk oksidasi β-karotena dengan katalis 
grafena oksida belum terbentuk produk pada variasi waktu yang 
ditawarkan. Hal ini dikarenakan nilai Rf antara produk dan starting 
material hampir sama. Hasil KLT ditunjukkan pada Lampiran C.2. 
4.2.2 Karakterisasi UV-Vis produk oksidasi 
Analisis UV-Vis produk oksidasi menunjukkan nilai  λmaks pada 
449-450 nm (Tabel 4.7), spektrum UV-Vis ditunjukkan pada 
Gambar 4.9. Puncak produk oksidasi yang dihasilkan mempunyai 
serapan yang hampir sama dengan serapan β-karotena standar, tidak 
terjadi pergeseran. Spektrum UV-Vis produk oksidasi terdiri atas 
sebuah puncak utama dan dua puncak tambahan pada sisi puncak 
utama. Transisi elektron yang terjadi adalah →* akibat transisi 
elektronik gugus fungsi C=C. Pada spektra produk oksidasi tidak 
menunjukkan adanya pergesaran panjang gelombang. 
  









Tabel 4. 7 Nilai λmaks produk oksidasi 
4.2.3 Karakterisasi FTIR produk oksidasi 
Produk oksidasi yang didapatkan dianalisis dengan FTIR untuk 
mengidentifikasi gugus fungsi spesifik pada produk oksidasi. 
Berdasarkan spektra yang dihasilkan (Gambar 4.10) dapat diketahui 
bahwa teridentifikasinya gugus fungsi C=C alkena pada panjang 
gelombang sekitar 1645 cm-1 untuk setiap produk oksidasi. Gugus 
Produk (Jam) λmaks (nm) 
4 434; 450; 477,50 
8 433; 449,50; 477 
12 434; 450; 477,50 
16 431; 449,50; 477 
20 430; 450; 478 
24 419; 450; 477,50 
 
Gambar 4. 9 Spektrum UV-vis produk oksidasi dan β-karotena 
dalam pelarut n-heksana 
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fungsi C=C teridentifikasi dengan intensitas yang lemah. Hal ini 
dapat disebabkan splitting yang terjadi akibat ikatan rangkap 
terkonjugasi panjang. Selain itu, teridentifikasi  tekuk C-H pada 
setiap produk oksidasi pada panjang gelombang dekat 960 cm-1. 
Namun, berdasarkan spektra intensitas tekuk C-H semakin menurun 
setiap bertambahnya waktu oksidasi. Pada beberapa produk oksidasi 
12 dan 16 jam tidak teridentifikasi adanya gugus O-H hidroksil, 
sedangkan untuk hasil oksidasi lainnya teridentifakasi adanya gugus 
O-H menunjukkan adanya air yang masih terkandung dalam produk. 
Berdasarkan hasil spektra yang didapatkan masih belum dapat 
disimpulkan variasi waktu yang optimal untuk oksidasi β-karotena 
dengan katalis grafena oksida. Tabulasi gugus fungsi produk 
ditunjukkan pada Tabel 4.8. 
Tabel 4. 8 Tabulasi gugus fungsi produk oksidasi 
Gugus 
Fungsi 


















































































































Gambar 4. 10 Spektra FTIR produk oksidasi 
4.2.4 Karakterisasi LC-MS/MS produk oksidasi 
Analisis produk oksidasi menggunakan LC-MS/MS pada 
variasi waktu refluks 24 jam ditunjukkan pada kromatogram LC 
(Gambar 4.11). Pada kromatogram LC produk oksidasi 
menghasilkan beberapa puncak pada waktu retensi 17 menit. Hal ini 
berbeda dengan kromatogram β-karotena standar yang menghasilkan 
puncak pada waktu retensi 16-18 menit. 
Puncak utama dari spektrum massa produk oksidasi pada waktu 
retensi 17,90 menit mempunyai berat molekul 413,26 dengan 
prediksi molekul senyawa C31H42 yang merupakan 1,3,3-trimethyl-2-
[(1E, 3E, 5E, 7E, 9E, 11E, 13E, 15E)-3,7,12,16-tetramethyloctadeca-
1,3,5,7,9,11,13,15,17-nonaen-1-yl]-1-ene, hal ini berdasarkan 
spektra massa yang ditampilkan Gambar 4.12. Identifikasi produk 
oksidasi dengan LC-MS/MS ditampilkan pada Tabel 4.9. 
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Berdasarkan analisis senyawa yang dihasilkan menunjukkan bahwa 
reaksi oksidasi yang ditunjukkan dengan pemutusan cincin β dengan 
katalis grafena oksida tidak menghasilkan retinaldehida. Hal ini 
berbeda dengan yang dilaporkan oleh Zaid et al. (2014) [5], yang 
menjelaskan bahwa grafena oksida dapat mengoksidasi pada posisi 
C15-15’ dengan produk retinaldehida. Hasil reaksi pada penelitian ini 
menunjukkan bahwa grafena oksida tidak spesifik memutus ikatan 
pada atom karbon tertentu, reaksi oksidasi yang terjadi pada posisi 
C7-8. Berdasarkan senyawa yang diidentifikasi, menunjukkan 
kesesuaian dengan gugus fungsi yang teridentifikasi pada analisis 
FTIR, pada spektra FTIR teridentifikasi adanya regangan C=C 
alkena, dan tekuk C-H, serta tidak teridentifikasi adanya regangan 




Gambar 4. 11 Kromatogram LC β-karotena standar dan produk oksidasi 
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1 537,53 C40H56 16,09 - 
2 413,26 C31H42 - 17,90 
 











Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan 
bahwa:  
1. Isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliela salina telah 
dilakukan menggunakan metode maserasi. Karotenoid yang 
diperoleh sebesar 0,2 g. Berdasarkan analisis UV-Vis ekstrak 
karotenoid mempunyai λmaks pada 450-500 nm. Analisis FTIR 
menunjukkan teridentifikasinya C=C alkena pada 1640 cm-1, 
tekuk C-H pada 960 cm-1 dan teridentifikasinya gugus C=O 
pada 1740 cm-1. Analisis LC-MS/MS menunjukkan β-
karotena teridentifikasi pada waktu retensi 16,03 menit dan 
kadar β-karotena dalam ekstrak karotenoid sebesar 5,42%. 
2. Oksidasi -karotena telah dilakukan dengan oksidator oksigen 
dan katalis grafena oksida, diperoleh massa produk oksidasi 
sebesar 0,02-1 g. Waktu refluks mempengaruhi massa produk 
yang diperoleh, pada waktu refluks 24 jam menghasilkan 
massa yang terbesar yaitu 1,03 g. 
3. Karakterisasi menggunakan UV-Vis produk oksidasi 
mempunyai λmaks pada 450-500 nm. Analisis FTIR 
menunjukkan serapan khas C=C alkena pada 1640 cm-1, dan 
tekuk C-H pada 960 cm-1. Pada analisis LC-MS/MS 
menunjukan adanya puncak tertinggi pada waktu retensi 
17,90 menit dengan prediksi molekul senyawa C31H42 yang 




Pada penelitian selanjutkan perlu dilakukan pemisahan β-
karotena pada ekstrak karotenoid dan diperlukan variasi katalis lain 
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Isolasi karotenoid dari mikroalga Dunaliella salina 
dengan teknik maserasi 
 
Ekstrak dianalisis dengan UV-Vis, FTIR dan LC-MS 
 
Konsentrasi Ekstrak dihitung 
 
Oksidasi β-karotena dengan katalis grafena oksida 
 




































Mikroalga DunalieAlla salina 
Padatan mikroalga ditimbang sebanyak 15 g 
 Dilarutkan dalam 400 mL pelarut n-heksana:aseton:etanol 
2:1:1 (v/v/v) 
 
Campuran diekstrak dengan n-heksana 10 mL  
 
Ekstrak dicuci dengan aquades 10 mL dan ditambahkan Na2SO4 
Campuran dipisahkan dari endapan mikrolga 
 
Dikarakterisasi dengan UV-Vis, FTIR dan LC-MS 
 Senyawa  karotenoid 
Koroten 
Karotene 
Na2SO4 dipisahkan dan ekstrak dipekatkan dengan rotary 
evaporator 
 
Ditambahkan KOH 10% dalam metanol 
 
Dialiri gas N2 selama 8 jam 
 





















LAMPIRAN B : Perhitungan Kandungan β-karotena dalam 
Senyawa Karotenoid 
A. Konsentrasi β-karotena standart  
 
[ ] ppm = 
10 𝑚𝑔
0,008 𝐿
 = 1250 ppm 

















X = 13 ppm 
Senyawa  β-Karotena 
Koroten 
Karotene 
Senyawa β-karoten ditimbang sebanyak 0,3 g 
 Dilarutkan dalam 15 mL aseton 
 
Ditambahkan grafena oksida sebanyak 50 mL 
 
Campuran direfluks pada suhu 950C selama (4, 8, 12, 
16, 20, dan 24 jam) 
 Campuran hasil refuks dipisahknan dari endapan 
dengan sentrifugasi 
 
Supernatan diekstraksi dengan 10 mL n-heksana 
sebanyak 10 mL 
 
Ekstrak yang didapatkan dicuci dengan aquades 10 mL 
sebanyak 3 kali dan ditambahkan Na2SO4 
 Na2SO4 dipisahkan dan ekstrak dipekatkan dengan rotary 
evaporator 
 







C. Massa kandungan β-karotena dalam senyawa 
karotenoid 




13 g = X 
D. Prosentase Kadar β-karotena  
 
% kadar = 
𝑔 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 𝑏𝑒𝑡𝑎 𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛 𝑑𝑎𝑙𝑎𝑚 𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑
𝑔 𝑏𝑒𝑡𝑎 𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛 (ℎ𝑎𝑠𝑖𝑙 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑠𝑖)
   
      = 
13 𝑚𝑔
240 𝑚𝑔
 x 100% 
      = 5,42% 
LAMPIRAN C : Hasil KLT 






























LAMPIRAN D : Kromatogram LC ekstrak karotenoid dan β-
karotena Standar 
 
LAMPIRAN E : Spektra Massa β-Karotena Standar  







MHS S1 Kimia FMIPA Univ Brawijaya
m/z






















E.2 Spektra Massa (Rt 13,88 menit) 
E.3 Spektra Massa (Rt 15 menit) 
 
  
MHS S1 Kimia FMIPA Univ Brawijaya
m/z











MHS S1 Kimia FMIPA Univ Brawijaya
m/z























LAMPIRAN F: Spektra Massa Karotenoid dan β-karotena 
Standar 
F.1 Waktu Retensi 15,77 menit 
F.1 Waktu Retensi 17 menit 
 
 
MHS S1 Kimia FMIPA Univ Brawijaya
m/z














































MHS S1 Kimia FMIPA Univ Brawijaya
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UB Dyah Nitami Kode Karatenoid Standar 762 (17.079) 2: TOF MS ES+ 
6.53e3601.4918
600.5760
581.4423
591.5017
587.5533
582.4470 583.4493
586.5241
589.4874 597.4894
593.4202 597.4081 599.5059
602.4941
603.5377
605.5549
604.5326
